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摘要 ”昆虫 经 诱导 后 产生 灭 苗 了 驮 的 研究 近年 来 已 有 很 大 进展 ， 有 关 这 方面 的 研究 工作 绝 大 多 数 都 是 以 
有 运 亚 纲 内 生起 类 鳞 翅 有 目 ( 主 要 是 每 类 ) 昆 虫 和 少数 双 杷 目 尼 里 为 材料 。 本 文 首 次 以 有 起 亚 纲 外 生起 类 疏 巍 
Raw CPeriplesera americana L.) 为 实验 昆虫 ， 肝 Escherichia coli K, strain D, EB 
SRO NARA RARE FAR RANA RS Bo RASB SREY RMD, REAR 
数 及 能 产生 抗菌 物质 的 个 体 数 进行 了 钨 步 的 研究 。 AMRA ARE 10 KZAN EH ERE SH +e 
质 的 个 体 百 分 比 最 高 。 抗 蓝 物 质 出 现 的 高 峰 期 是 在 诱导 后 第 三 、 四 天 。 用 滴 滴 阐 和 省 氛 菊 柄 作 诱 导 源 对 族 
性 费 赚 的 诱导 实验 表明 、 杀 虫 神 也 能 诺 导 蔓 浪 产生 搞 芯 物质 ， 而 且 所 诱导 产生 抗 芯 物 质 的 活性 强度 《用 抑 
蔚 鲍 直径 表示 ) 高 于 大 肠 杜 菌 所 诱导 的 。 滴滴涕 和 澳 邹 菊 础 的 重复 诱导 可 提高 小 慷 产 生 抗 芯 物 质 个 体 百 分 
比 。 费 蚊 经 诱导 后 产生 的 抗菌 物质 具有 广 谱 仁 * 对 苏 云 金 丁 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 、 枯 草 杆菌 及 绿 脓 杆 蓝 等 有 
较 强 的 抗菌 活性 ,向 对 大 肠 杆菌 Di. ABTA ARM ER ANAS 激 球 莫 等 有 较 弱 的 抗 郊 活性 。 用 肽 
类 物质 的 指纹 图 谱 法 分 离 裴 疤 血 淋巴 抗 区 物质 ,发 现 经 诱导 后 血 淋 巴 中 确 育 新 的 肽 类 物质 产生 ,该 物质 具 抗 
Bist, A] DABITC 法 分 析 , 其 N-KgaRERA RAR 
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外 来 物质 的 侵袭 。70 ERY, Boman 4 (1974) 首次 从 美国 天 委 肾 中 获得 抗菌 肘 , 并 确 
定 了 天 乔 素 A,B 的 多 肽 化 学 结构 (Steiner 等 ,1981), 昆 虫 免疫 防御 系统 的 研究 才 进 入 
一 个 新 的 发 展 时 期 。 此 后 ，Hultmark 等 (1982) Qu 等 (1982)、 张 双全 等 (1985) 分 别 研 
究 了 美国 天 委 素 D、E、F， 中 国 检 委 抗 区 及 Pa 和 Poo, PIER ROSTER CM 并 测 
定 了 它们 的 一 级 结构 。 

研究 认为 ,昆虫 获得 性 免疫 是 非 专 一 性 的 。 已 发 现 注射 蛋白 酶 抑制 浏 、 核 酸 类 物质 、 
生理 盐水 , 3% 福 尔 马 林 、 紫 外 线 杀 死 的 大 肠 杆 菌 菌 苗 ,大 肠 杆 菌 丙 酮 粉 SABRE. ob 
和 牛 血清 蛋白 、L- 亮 氮 酸 以 及 用 微 振荡 超声波 、 电 波 或 损伤 等 因素 处 理 , 均 可 产生 抗菌 物 
质 ,这 种 反应 不 因 外 界 的 诱导 源 不 同 而 改变 。 

泛 今 为 赴 ， 关 于 昆虫 抗菌 物质 研究 的 绝 大 部 分 工作 都 是 在 有 起 亚 岗 内 生 超 类 的 鳞 超 
目 和 双 怒 目 昆虫 中 进行 的 。 本 文选 择 有 起 亚 岗 外 生起 类 的 费 嫌 目 美洲 蓝 丹 为 材料 。 慢 丹 
繁殖 力 较 强 , 喜 生 活 于 阴暗 、 潮 湿 处 , 在 发 育 过 程 中 属于 不 完全 变态 类 型 ,没有 贤 期 。 蓝 蜡 
经 诱导 后 是 否 也 能 产生 抗菌 物质 ,不 同性 别 , 不 同 成 熟 期 的 旨 娘 诱导 产生 抗菌 物质 的 能 力 
是 否 有 差别 ,抗菌 物质 的 化 学 本 质 及 其 分 离 方 法 等 ,是 本 文 所 报道 的 主要 内 容 。 


材料 与 方法 
LPSk SENSOR (Periplaneta americana L.) 由 上 海塘 桥 地 疏 医 院 提供 ,室内 饲 


本 文 于 1987 年 1 月 收 到 。 
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养 。 本 文 用 于 诱导 的 细 苗 是 E. coli Ky strain Di， 由 上 海 生 物化 学 研究 所 提供 。 抗 将 
谱 实验 的 细菌 有 : KØ (E. coli Ky strain Da), BAAR (Bacillus mega- 
therium), Wai (Bacillus subtilis), FESHH (Bacillus thuringiensis), 金黄 
色 葡 萄 球菌 (Staphylococecus aureus) 和 大 肠 杆菌 ， 以 上 缘由 北京 大 学 生物 学 系 微 生物 
教研 室 提 供 ; giir (Pseudomonas aeruginosa), iiiw Œ Kir (Serratia marse- 
Scens) 和 溶 壁 微 球菌 (Microcoseius lysodeikrtiens)， 由 中 国 科学 院 微 生物 研究 所 菌 种 
室 提供 。 . 

2. 试剂 : ”琼脂 粉 为 日 本 进口 分 装 ， 聚 酰胺 薄膜 系 浙 江 黄 岩 化 学 分 析 材 料 厂 产品 ， 
DABITC(4N,N- 二 甲 氮 基 侦 氮 茶 -4 - 异 硫 握 酸 醋 )、 PITC( 茶 异 硫 握 酸 酯 ) 系 美国 Pierce 
化 学 公司 出 品 ，MN-P 型 徽 晶 纤维 素 膜 (规格 20 x 20 x 0.01cm) 系 浙江 黄岩 人 民 化 工 
厂 产品 ,实验 中 其 他 试剂 均 为 分 析 纯 级 ，N- 末 端 分 析 实 验 试剂 经 重新 处 理 。 

3. 诱导 方法 ， 取 40pl E. coli Ky strain Dy + FEE KARR CO. Dyo 一 0.096), 
SalDDT* (10%°g/ml) 或 DLMT**(10%°g/ml) 的 丙酮 水 溶液 (丙酮 ; 水 一 1:200)， 从 
EN BRAD SS 7 或 8 腹 节 处 注入 ， 注 射 处 用 低 溶 点 石蜡 封闭 。 经 DDT 或 DLMT 一 
次 诱导 后 ,间隔 72 小 时 ,再 注射 5m 相同 浓度 的 DDT 或 DLMT 溶液 ,为 重复 诱导 。 

4. 生物 活性 检测 方法 : VERGE Sal 加 入 含 菌 培养 基 直 径 为 2mm 
AFL, 37°C 下 倒置 培养 过 夜 , 观 察 抑 菌 图 。 

5. 多 肽 类 物质 指纹 图 谱 法 分 离 抑 菌 活性 物质 ; 第 1 相 : 电 泳 电极 缓冲 液 PH4.4， 吡 
BE: 乙酸 : 丙酮 : 水 一 50:100:375:1875 (v/v), 电压 220V ,电流 14mA, 功率 3W; FH 
电泳 15 ah, 电泳 2 小 时 。 第 I A: 层 析 展 层 溶 液 为 吡啶 : ETE: 乙酸 :水 一 40: 
60:12:48Cv/Y)，、 层 析 时 间 12 小 时 。 层 析 完 毕 后 晾 干 ,进行 显 色 。 BEM 5% 吡啶 两 醒 
溶液 ,室温 干燥 ,然后 再 喷 0.57% 节 三 酮 丙 病 溶 被 , 暗 处 放置 显 色 。 

6. DABITC 方法 测定 N- 末 端 氨基 酸 ; 经 指纹 图 谱 (FPA) 得 到 的 C 操 样品 及 空白 
样品 用 DABITC 法 测 N- 未 端 氢 基 酸 。 


结 AR 


1. AR ARH BR AES eS E. coli On 诱导 产生 抑 菌 活性 物质 的 个 体 数 比 
较 

EE aE Ee a RA EE .雌性 若虫 各 40 A, E. coli Dy 诱导 后 ,每 隔 24 小 时 
取 受 试 茧 娘 血 淋巴 如 前 述 测 活 方 法 检测 抑 菌 活性 ， 能 产生 抑 蓝 物质 的 个 体 数 和 存活 数 及 
其 比例 见 表 1。 

由 表 1 可 看 出 ,经 E. coli Dy BRA, ER MR h HE HER RAE PE 
on SS 5 S. Ta Bo THE ee gE h AE A I KT EE 
若虫 经 诱导 后 ,在 120 小 时 内 未 见 有 抑 菌 活 狂 物质 产生 , 且 大 部 分 死亡 。 因 此 ， 本 文 以 后 
所 述 试 验 均 用 雄性 蔓 景 成 虫 为 实验 材料 。 

2. 不 同 成 虫 期 的 雄性 莫 虹 经 E. coli Di 诱导 产生 抑 菌 活性 物质 的 个 体 数 及 存活 数 

* DDT: WAH. 
** DLMT: RMR, 
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比较 

取 成 虫 日 龄 大 于 30 KARERE 20 头 和 成 虫 日 龄 小 于 或 等 于 10 KA REE ME 27 
X% E. coli Da 诱导 后 , 按 前 述 方法 测 抑 菌 活性 ， 能 产生 抑 菌 活性 物质 的 个 体 数 及 存 
活 个 体 数 见 表 2。 


家 2 LERE D, 诱导 不 同 成 虫 期 缆 蜂 产生 抑 效 活性 物质 的 个 体 数 及 存活 数 


| | 成 虫 期 大 于 30 天 成 虫 期 小 于 等 于 10 天 
BSH A . 


《小 时 7 存活 个 数 | 有 活性 个 数 (%) 存活 个 数 有 活性 个 数 











由 表 2 可 见 ， 在 诱导 72—96 小 时 ,成虫 日 龄 大 于 30 天 的 雄性 成 虫 存活 数 占 65 一 
55%， 而 产生 抑 菌 活性 物质 的 个 体 数 近 40%, 成 虫 日 龄 小 于 或 等 于 10 天 的 个 体 ,存活 数 
为 70 一 59% ,产生 抑 菌 活 性 物质 的 个 体 数 高 达 68 %。 | 

HEB See a AI, Aid Ae Ee A SU ARE A E.coli Da H 
导 后 ,以 雄性 成 虫 日 龄 小 于 或 等 于 10 天 的 蔓 嫌 能 产生 抑 离 活性 物质 的 比例 最 大 ， 成 活 数 
最 多 。 

3. AR TED BG BT BE SR 

以 DDT, DLMT 及 E. coli Di 为 诱导 源 , 分 别处 理 雄 性 成 虫 ,持续 观察 7 天 ,发 现 
厚 娘 血亲 巴 中 均 有 抑 茵 物质 产生 ,其 结果 见 表 3, 

DDT 诱导 72 小 时 后 ， 能 产生 抑 芯 物质 的 个 体 占 被 诱导 个 体 为 60% 左右 ; DLMT 
诱导 为 50% 左右 ;而 E. coli Da 诱导 的 为 70% 左右 。 

E. colt Dy, DDT 及 DLMT 诱导 时 ， 活 性 高 峰 出 现在 72—96 小 时 之 间 ， 以 后 又 
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表 3 不 同 诱导 源 诱 导 缆 娘 灭 菌 肽 的 动力 学 关系 





诱导 源 E. coli Dy, DDT DLMT 





BSa pata BE | (96) eee ti A | (96) | 存活 个 数 | TRE | (A) 


i a 一 es 


0 20 0 0 20 0 o | 20 0 0 

24 16 1 6.25 | 20 2 10.0 19 0 0 

48 16 0 0 19 0 0 19 1 5,26 
72 15 11 73.3 18 11 61.1 | 18 9 50.0 
96 15 6 | 40.0 is | 10 55 .6 18 10 55.6 
120 14 2 14.4 16 3 18.7 18 1 5.6 
144 13 1 7.7 15 1 6.7 17 1 5.9 
168 10 0 0 14 1 7.1 17 0 0 


逐渐 减少 。 由 此 看 出 ， HRS MUTE PE RE EEE = .四 天 产生 ,并 
县 不 同 诱导 源 诱 导 结 果 基本 相同 。 、 

若 用 DDT 或 DLMT 重复 诱导 , 可 所 高 产生 抑 菌 活性 物质 个 体 青 的 百分比 及 抑 菌 活 
性 强度 。 DDT 重复 诱导 后 ,百分比 可 由 60% 增加 至 75%, DLMT 重复 诱导 后 ,百分比 
可 由 55% 增加 至 80%。 

4 抗菌 物质 的 抗菌 谱 | | | 

ERIRE RA DDT 诱导 72 小 时 后 , 取 血 淋巴 检测 抑 菌 活性 ,进行 抗菌 谱 实验 ( 见 
图 版 Do | a i 

| 由 图 版 1 可 看 出 ， 经 DDT 诱导 后 ,雄性 辈 赚 成虫 血 淋巴 中 的 抑 菌 物质 对 苏 靶 金 杆 

菌 、 BAF RTE 枯草 杆菌 .金黄 色 葡 萄 球菌 及 绿 脓 杆 菌 等 有 较 强 的 抑 菌 活性 ,而 对 大 肠 
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”图 1 SiR 
O) 未 诱导 血 淋 巴 (2) DDT 诱导 血 淋 巴 


- 1 期 E RS, 辈 赚 灭 菌 肽 的 诱导 及 初步 分 离 分 析 ay 





杆菌 Do KBAR BS RAR RASARASERSNMABE, 说 明 抑 菌 物质 
具 广 谱 性 。 

5. 抗菌 物质 的 指纹 图 谱 分 离 分 析 | 

取 未 诱导 的 和 DDT BSR MME 20pl， 点 样 于 MN-P HEARSE, 
进行 双 相 电泳 - 层 析 分 离 分 析 , 结 果 见 图 lo 

比较 图 1(1) 和 (2) HRB ASH, 经 DDT BSHERMME BAA BSH c. F, 
OP, Q D 等 五 个 点 , 说 明 经 诱导 的 缆 螃 体内 的 确 产生 了 能 与 草 三 酮 反应 的 新 物质 。 将 
(2) 图 谱 中 的 C 点 取 下 ,经 处 理 后 ,用 104l 50% 乙醇 水 溶液 溶解 , 取 5pl EGRESS 
平板 测 活 。 另 外， 在 (2) 图 谱 的 空白 处 取 与 C 点 相同 量 的 样品 《X)， 同 样 方法 处 理 ， 用 - 
50 儿 乙醇 配 成 比 C 点 样品 浓度 稀释 10 倍 〈X 一 10)、 与 C 点 浓度 相同 (X)、 比 C 点 浓度 
高 10 倍 (X+ 10) 的 三 个 不 同 浓度 的 样品 ,与 C 点 样品 同时 进行 平板 测 活 , 结 果 见 图 2。 

由 图 2 可 以 看 出 ，X 一 10 无 抑 菌 现象 ， 和 的 抑 菌 轿 直 径 为 85mm, X+ 10 MA 
圈 直 径 为 17mm , C 点 样品 抑 菌 圈 直 径 为 13mm。 C 点 样品 比 和 样品 的 抑 菌 图 约 大 35% 
{(13 一 8.5)/13 一 35%], 说 明 C 点 样品 除了 X 样 品 的 干扰 外 ， 还 含有 能 够 抑 葡 的 肽 类 物 
质 。 

6. 指纹 图 谱 C 点 样品 的 N- 末 滑 基 团 分 析 

图 1(2) 指 纹 图 谱 上 的 C 点 经 处 理 后 ， 取 10pl 进行 DABITC 法 N- 末 端 氨基 酸 分 
析 。 指 纹 图 谱 空 白 处 样品 X 经 同样 处 理 作 对 照 ,经 展 层 后 ,结果 见 图 3。 

C 点 样品 显示 有 二 个 红色 斑点 ， 经 除去 对 
照样 品 上 存在 的 次 点 后 ， 与 标 准 DABITH-& 
基 酸 相对 照 , 剩 余 的 斑点 与 DABITH-Lys 位 置 

SW. MA, C 点 样品 可 能 是 单一 的 肽 类 物质 ， 





(2) 
(ide ag \ 
Se ` 
> +% 
| ~ ~ ; 
l 、、、 as & 
f ` i ~ 
| ~d {LUAN 
f o N S >se 
i 图 2 指纹 图 谱 C ARRIZZA ROME 图 3 CC 点 样品 的 N- 末 端 基 团 分 析 
7 *50% 乙醇 溶液 C) HA (2) C 点 样品 


其 N- 末 端 氨基 酸 可 能 为 赖 氨 酸 。 
讨 论 
本 文 首次 以 碍 赚 目 的 美洲 旨 赚 为 材料 ， 以 细菌 (E. coli Du) 及 两 种 杀 虫 剂 为 诱导 
. 源 ,进行 七 嫌 抗菌 物质 的 研究 。 用 不 同日 龄 的 雄性 慢 赚 成 虫 进行 诱导 的 实验 表明 ,日 栈 在 
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10 天 之 内 的 成 虫 比 日 龄 大 于 30 天 的 成 虫 产 生 抑 菌 活性 物质 的 个 体 百 分 比 高 。 研究 不 同 
成 虫 日 龄 昆虫 免疫 防御 系统 的 差别 和 老年 昆虫 对 外 界 刺激 的 不 敏感 性 及 低 水 平 的 蛋白 质 
合成 ,可 能 有 助 于 进一步 了 解 衰老 昆虫 中 蛋白 质 合成 退化 机 理 和 衰老 理论 。 

本 文 第 一 次 用 DDT 和 DLMT 作为 诱导 源 诱导 张 螃 产生 了 抗菌 物质 。 结 果 表 明 杀 
虫 剂 也 能 诱导 费 螃 产生 抗菌 物质 。 采用 DDT 或 DLMT 重复 诱导 的 方法 , SMES 
产生 抑 划 活性 物质 的 个 体 数 从 一 次 诱导 的 60 % 增加 至 75%, 和 从 55% 增 至 80%。 这 说 
明 昆 虫 可 能 也 象 高 等 动物 一 样 ,存在 对 免疫 刺激 的 记忆 。 问 时 ，DDT 和 DLMT 等 诱导 
此 赚 产生 抑 菌 物质 ,对 杀 虫 剂 毒 理 机 制 的 研究 提出 了 一 些 新 的 问题 。 
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INDUCTION AND ISOLATION OF AN ANTIBACTERIAL PEPTIDE IN 
PE RIPLANETA AMERICANA 


ZHANG RAN CHEN LIEN-SHENG J. T. CHANG 


(Department of Biology, Peking University, Beijing) 


Studies of insect antibacterial peptides (ABP) have made rapid progress in recent years. 
Until now, all the insects used in the investigations belong to Holometabola including Lepido- 
ptera and Diptera. The present work is the first to report the induction of ABP in a hemimeta- 
bolous insect, the American cockroach Periplaneta americana. Studies on the influence of sex, 
developmental stage and age of the cockroach on its ability to respond the challenge of Escers- 
chia coli strain Ds: showed that the male adults less than 10 days after emergence possessed the 
greatest potential in producing ABP. The antibacterial .activity was the highest at 72 to 96 
- hours after the treatment. 

Insecticides could also induce the production of ABP in this species. Repeated treatments 
with DDT or deltamethrin could increase the number of individuals responding to the induc- 
tion. The cockroach ABP was found to have a broad antibacterial spectrum, being highly ef- 
fective against Bacillus thuringiensis, Staphylococcus aureus, Bacillus megatherium, Bacillus sub-— 
tilis, Pseudomonas aeruginosa, and less effective against E. coli strain Ds, E. colt, Serratia 
marsescens, and Microcosetus lysodeiktueus. 

Comparing the finger prints of haemolymph peptides of untreated cockroaches and those 
treated with DDT, five new ninhydrin positive substances were produced in the haemolymph 
of the treated cockroaches. At least one of the new substances showed antibacterial activity. 
The N-terminal amino acid of this substance was lysine, as determined with the DABITC me-. 
thod. _ - 

Key words Periplaneta americana——antibacterial peptide | 
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